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論文内容要旨
 【目的】
 肝移植において,高度な脂肪肝グラフトが高率に移植後肝機能不全(primarygraftnonfunc
 tion;PGN)を引き起こすことが知られている。しかし,その障害発生の機序についての検討
 はわずかしかなされていない。そこで,高度な脂肪肝を伴う遺伝性肥満ラットを用いて,24時
 間冷保存における肝細胞機能及び類洞壁細胞の変化を検討するとともに,肝細胞膜の脂質組成の
 相違に着目することで,脂肪肝グラフトにおける障害発生機序の解明を試みた。
 【方法】
 12～15週齢の,Zuckerobeseratを脂肪肝群,Zuckerleanratを対照群として用いた。門脈
 より冷乳酸加リンゲル液及び冷UniversityofWinsconsin(UW)液にて灌流後肝臓を摘出し,
 そのまま冷UW液中に24時間単純浸漬保存した。保存中6時間毎に肝組織を採取し,肝細胞機
 能の指標としてミトコンドリアのATP産生能を,類洞壁細胞機能の指標として透過電顕組織像
 を検討した。さらに肝細胞の形質膜を分離し,その脂質分析を行い,膜の流動性について検討し
 た。
 【結果】
 1)ミトコンドリアATP産生能;冷保存中の組織ATP量の変化は,両群とも保存6時間で著
 名に減少したが,脂肪肝群でより有意に低値を示した。冷保存中のエネルギーチャージもほぼ同
 様の変化を示し,脂肪肝群で保存6時間の早期より有意に低下した。冷保存中のミトコンドリア
 のプロトンATPase活性の変化は,対照群は経時的にゆっくりと低下したが,脂肪肝群では保存
 6時間の早期より急激に低下した。保存24時間まで,いずれの時点においても脂肪肝群の方が
 有意に低値を示していた。
 2)組織学的所見;開腹時の光顕組織像では,対照群がほぼ正常な構造を示しているのに対し,
 脂肪肝群では小球性の脂肪滴が細胞質内に充満しており,そのため肝細胞は膨化して類洞を圧排,
 狭小化させていた。脂肪肝群では,いずれも60%以上の高度脂肪肝を呈していた。細胞構築の
 点では,保存24時間まで両群ともに大きな変化は認められなかった。しかし,脂肪肝では冷保
 存の時間経過に伴って,肝細胞の膨化及び類洞の不整狭小化が著名になった。電顕による超微形
 態の検討では,保存6時間の対照群でも微絨毛の断裂,飾板構造の乱れが軽度観察され,少数の
 ブレブも認められたが,脂肪肝群では微絨毛及び筋板構造の断裂・剥離がすでに広範に認められ,
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 ブレブによりDisse腔が破壊されている像も認められた。内皮細胞は両群ともまだ比較的形態を
 保持していた。保存12時間では,対照群で微絨毛及び飾板構造の破壊も高度になるが,内皮細
 胞はまだ細長い形態をとり,壁細胞に接着していた。一方脂肪肝群では微絨毛及び篤板構造の破
 壊は著名となり,より多くのブレブが存在していた。内皮細胞も丸く変形しており,壁細胞より
 遊離しているものが多数観察された。保存18時間では,対照群の内皮細胞も著名に丸く変形し
 てきたが,まだ壁細胞に接着しており,微絨毛及び篇板構造もある程度残存しているのが観察さ
 れた。一方脂肪肝群では巨大なブレブが類洞の内腔を閉塞するように存在しており,微絨毛及び
 飾板構造はほぼ脱落していた。また,正常な内皮細胞もほとんど認められなくなっていた。
 3)細胞膜の脂質組成;肝組織脂肪量は脂肪肝群で有意に多く,特に中性脂肪が対照群の6倍以
 上も蓄積していた。コレステロールとリン脂質量に有意差は認められなかった。一方形質膜では,
 肝組織と同様に中性脂肪の含有量が脂肪肝群で有意に多かった。一方形質膜中のコレステロール
 量は,肝組織と反対にむしろ低い傾向が認められた。さらに,形質膜中のコレステロール/リン
 脂質は,脂肪肝群で有意に対照群より'低価を示した。形質膜の主要構成成分であるリン脂質中の
 脂肪酸組成では,脂肪肝群の不飽和脂肪酸の割合が対照群に比して有意に少なかった。特に,ア
 ラキドン酸が脂肪肝群で著名に減少しており,多価不飽和脂肪酸総量としても有意に減少してい
 た。これらは,脂肪肝の細胞膜が低温において膜の流動性が低下していることを示している。
 【結論】
 脂肪肝では冷保存早期より,ミトコンドリアのATP産生能(肝細胞機能)及び類洞壁細胞機
 能がともに高度に障害されていた。さらには冷保存早期より細胞膜の破綻(ブレブの形成)が高
 度に認められた。その背景には膜の流動性の低下による,低温に対する細胞膜の抵抗性の低下が
 存在することが示唆された。脂肪肝グラフトでは,これらの機能障害が相互に関連して肝の微小
 循環障害を惹起し,移植後のPGNを生じさせる一因になっているものと考えられた。
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 審査結果の要旨
 移植医療の拡大に伴い,世界的にドナー不足が深刻な問題となっている。ところが肝移植の現
 場では,脂肪肝は移植後グラフト機能不全を引き起こす頻度が高いために移植に用いられていな
 いが,脂肪肝がなぜ機能不全を引き起こすのかについては不明である。本概究は,高度脂肪肝を
 伴う遺伝性肥満ラットを用いて,高度脂肪肝が冷保存障害を生ずる機序について詳細に検討した
 ものである。
 実験方法は,Zuckerobeseratを脂肪肝群,Zuckerleanratを対照群として用い,門脈より
 冷乳酸加リンゲル液及び冷UniversityofWinsconsin(UW)液にて灌流後肝臓を摘出し,冷
 UW液中に24時間単純浸漬保存している。保存中6時間毎に肝組織を採取し,肝細胞機能の指
 標としてミトコンドリアのATP産生能を,類洞壁細胞機能の指標として透過電顕組織像を検討
 し,さらに肝細胞の形質膜を分離し,その脂質分析を行って膜の流動性について検討し,総合的
 に障害発生機序の解明を試みている。
 その結果,冷保存中の組織ATP量およびエネルギーチャージが脂肪肝群で保存6時間の早期
 より有意に低下し,また冷保存中のミトコンドリアのプロトンATPase活性の変化も脂肪肝群
 では保存6時間より急激に低下し,保存24時間までいずれの時点においても脂肪肝群の方が有
 意に低値を示すことを明らかにしている。すなわち,脂肪肝では冷保存早期よりミトコンドリア
 のATP産生能(肝細胞機能)が高度に障害されていることを明らかにしている。電顕による超
 微形態の検討では,脂肪肝群では保存6時間ですでに,微絨毛及び飾板構造の断裂・剥離が広範
 に認められ,ブレブ,デブリスが多数存在することを観察している。すなわち,脂肪肝では冷保
 存早期より類洞壁細胞の障害および細胞膜の破綻が生じていることを明らかにしている。細胞膜
 の脂質組成の検討では,形質膜中のコレステロール/リン脂質は,脂肪肝群で有意に対照群より
 低値を示し,さらにリン脂質中の脂肪酸組成では,脂肪肝群の不飽和脂肪酸の割合が対照群に比
 して有意に少ないことを明らかにしている。これらは脂肪肝の細胞膜が,低温において膜の流動
 性が低下していることを示唆するものである。以上の結果より本研究では,脂肪肝グラフトが移
 植後グラフト機能不全を生じさせる原因として,肝実質細胞のエネルギー産生能の低下,細胞膜
 の流動性の低下が原因と考えられる類洞壁細胞の障害が相互に関連して,肝の微小循環障害を惹
 起するためであるとの結論を導いている。
 本研究は,脂肪肝グラフトの障害発生機序の解明を試みたものである。本研究の結果は,広く
 肝臓の虚血・再灌流障害の機序の解明,そしてその予防法の開発にも寄与するものであり,十分
 に学位に値する。
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